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Možnosti za določanje citrata ter kalcija in magnezija v kompleksni matrici z ionsko 
kromatografijo  
Povzetek:  
Na učinkovitost in ločljivost pri ionski kromatografiji odločilno vpliva izbira ustrezne 
kromatografske kolone. Te se med seboj razlikujejo po svojih dimenzijah, kapaciteti, 
strukturi stacionarne faze, po funkcionalnih skupinah, ki so ionski izmenjevalci, 
največjem dovoljenem pretoku mobilne faze in samemu namenu uporabe za katero so 
proizvajalci izdelali kromatografsko kolono. Za proizvode, ki se uporabljajo pri ionski 
kromatografiji je na trgu več različnih proizvajalcev in zato je posledično na trgu še 
mnogo več različnih komercialno dostopnih kromatografskih kolon. Diplomska naloga 
vsebuje pregled literature različnih raziskovalnih člankov in analizo kromatografskih 
kolon, ki so jih pri delu uporabili. Iz specifikacij in testnih kromatogramov, ki jih podajajo 
proizvajalci kromatografskih kolon sem poskušal narediti čim boljšo primerjalno analizo 
kromatografskih kolon, ki se uporabljajo za določevanje citrata ter kalcija in magnezija v 
kompleksnih matricah.  
 




Possibilities for determination of citrate and calcium and magnesium in a complex 
matrix by ion chromatography 
Abstract:  
Efficiency and resolution of ion chromatography is greatly influenced by the choice of 
the proper chromatographic column. These differ in their dimensions, capacity, structure 
of the stationary phase, ion exchange groups, maximal allowed mobile phase flow and 
for which purpose the manufacturer made them. There are many different manufacturers 
which make parts for ion chromatography and therefore there is a lot of different 
commercially available chromatographic columns one can choose from. In my 
undergraduate thesis I made a literature review of research articles and the analysis of 
different chromatographic columns which were used by their research work. From 
specifications and test chromatograms which are given by the chromatography column 
manufacturers I tried to make a comparative analysis of columns suitable for determining 
citrate and calcium and magnesium in complex matrixes. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
AAS     atomska absorbcijska spektrometrija 
DMEA   2-dimetilaminoetanol 
HEPES 2-(4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il)etansulfonska kislina 
IC             ionska kromatografija 
ICP-OES induktivno sklopljena plazemska atomska emisijska spektrometrija 
LOD     meja zaznave 
MMA   metil metakrilat  
MOPSO 2-hidroksi-3-morfolin-4-ilpropan-1-sulfonska kislina 
MSA    metansulfonska kislina 
PPS      raztopina plazemskih proteinov 
PS-DVB polistiren-divinilbenzen 
RSD     relativni standardni odmik 
SD        standardni odmik 
TMA   trimetilamin  
Tris      2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol 










1 Uvod  
1.1 Matrica 
 
Pri kemijski analizi se matrica nanaša na vse komponente vzorca, ki niso analit.[1] Matrica 
lahko pomembno vpliva na način izvajanja analize in kakovost rezultatov. Skupen vpliv 
vseh komponent vzorca, razen vpliva analita, na kakovost meritev imenujemo matrični 
vpliv. Če lahko identificiramo komponento, ki povzroča vpliv na meritev, potem rečemo, 
da je ta komponenta interferenca.[2] Pri večini analiz, kjer se kot posledica sestave matrice 
ne pričakuje interferenc, se za kalibracijo instrumenta in postopka uporablja metoda 
umeritvene premice z različnimi koncentracijami standardnih raztopin analita. Pri 
analizah kompleksnih vzorcev, kjer je matrični vpliv bolj izrazit, pa se pogosto uporablja 
metoda standardnega dodatka. Pri tej metodi se istim volumnom raztopine vzorca doda 
različno količino standardne raztopine analita, nato se vsi vzorci razredčijo na poznan 
volumen. Na ta način so matrice raztopin vzorca med seboj skoraj identične, edina razlika 
med njimi je različna koncentracija analita. Iz koncentracij analita, določenih za vsako 
raztopino vzorca z dodatkom standardne raztopine analita, se nato izdela kalibracijska 
premica iz katere lahko določimo koncentracijo analita v vzorcu.[3]   
Za določanje ionov se uporabljajo gravimetrične, spektroskopske, elektrokemijske in 
kolorimetrične metode. Na žalost nekatere od teh metod trpijo zaradi spektralnih in 
kemijskih motenj ter omejene občutljivosti, zato pogosto niso primerne za neposredno 
analizo sledov v kompleksnih matricah. Prav tako je pri delu lahko potrebna uporaba 
strupenih reagentov, možnosti avtomatizacije pa so omejene.[4],[5] Dobra alternativna tem 
metodam so kromatografske metode, ki so med najpogostejšimi instrumentalnimi 
metodami v analizni kemiji. Omogočajo hitro ločevanje in določanje snovi v kompleksnih 
vzorcih. Ena bolj popularnih tekočinskih kromatografskih metod je ionska 
kromatografija, ki se lahko uporablja za določevanje anorganskih anionov ter kationov, 









1.2 Ionska kromatografija 
 
Priljubljenost in uporabnost ionske kromatografije izhaja iz številnih prednosti kot so 
možnost sočasne določitve več ionov v kratkem času (5–30 min), potreba po majhni 
količini vzorca za analizo, možnost uporabe različnih detektorjev, enostavna priprava 
vzorcev, možnost sočasnega določanja kationov in anionov ali organskih in anorganskih 
ionov, možnost določitve ionov istega elementa z različnimi oksidacijskimi stanji in varna 
uporaba z relativno nizkimi stroški.[4],[7] Ionska kromatografija, kot tudi druge 
kromatografske metode, je najučinkovitejša kadar vzorčna matrica ni preveč zapletena in 
kadar analizirani vzorci vsebujejo analite katerih koncentracije so si podobne. Razmere 
se zapletejo, ko se analizirajo kompleksnejši okoljski vzorci. V tem primeru se 
koncentracije analitov med seboj razlikujejo. Zapletena matrica pa tudi ovira ali celo 
preprečuje pravilno ločevanje ionov in otežuje njihovo določitev. V takšnih primerih je 
potrebna ustrezna predpriprava vzorca za analizo. Žal analitiki v laboratoriju, zlasti v 
primeru rutinskih analiz, nimajo ne časa ne dostopa do izpopolnjenih metod za pripravo 
vzorcev, da bi odstranili interference, ki ovirajo določitev analitov. Kadar posebne 
tehnike za odstranitev interferenc niso uporabljene oziroma niso na voljo, je poleg 
filtracije vzorca najboljši način za pridobitev zanesljivih analiznih podatkov optimizacija 
ločbe. Optimizacija ločbe vključuje izbiro ustrezne kromatografske kolone, koncentracijo 
in vrsto eluenta, ter njegov pH in pretok.[4] 
1.3 Princip ionske kromatografije 
 
Ionska kromatografija je tehnika za ločbo in določitev ionov v raztopinah. Spada v 
kategorijo tekoče-trdnih kromatografskih metod, pri čemer je tekočina eluent, ki potuje 
skozi kromatografski sistem, trdna snov pa je stacionarna faza, ki se nahaja v 
kromatografski koloni.[6] Na stacionarno fazo so vezane funkcionalne skupine, na katerih 
poteka zamenjava ionov. Zaradi različnih interakcij se za vsako komponento vzorca ob 
njenem prehodu kromatografske kolone vzpostavlja ravnotežje med mobilno in 
stacionarno fazo. Različne komponente vzorca se tako znotraj kolone na podlagi svoje 
afinitete do stacionarne faze različno dolgo zadržujejo in to nam omogoča ločbo 
komponent. Na primer, vzemimo da imamo kromatografski sistem s kolono za ločbo 
anionov, ki ima vezane kvarterne amonijeve funkcionalne skupine. Če skozi ta sistem 
potuje eluent, ki vsebuje hidrogenkarbonatne ione HCO₃–, se bodo na kromatografski 
koloni na kvarterne amonijeve funkcionalne skupine vezali hidrogenkarbonatni ioni. Ko 






revezibilnimi interakcijami zamenjavala s hidrogenkarbonatnimi ioni. Tako dobimo 
reverzibilno ravnotežje, ki vodi v ločbo komponent A- in B- (Reakciji (1) in (2)).[7]  
 
Nosilec-N+R3 HCO3- + A-  ⥨  Nosilec-N+R3A- + HCO3-                                  (1) 
Nosilec-N+R3 HCO3- + B-  ⥨  Nosilec-N+R3B- + HCO3-                                                    (2) 
 
1.4 Sestavni deli ionskega kromatografa 
 
Glavni deli ionskega kromatografa so (Shema 1): 
1. Črpalka, ki dovaja mobilno fazo skozi kromatografski sistem. Pomembno je, da 
je tok konstanten in brez nenadnih pulzov, saj lahko le tako ustrezno delujejo 
občutljivi detektorji.[8]  
2. Injektor, ki nam služi za injiciranje točno določenega volumna v kromatografski 
sistem. Pri tem nam poseben ventil omogoča injiciranje vzorca pri atmosferskem 
tlaku, pri preklopu ventila pa se točno določen volumen vzorca prenese do 
kromatografske kolone pod višjim tlakom.[8] 
3. Kromatografska kolona, je najpomembnejši del kromatografskega sistema. V njej 
poteka sama ločitev komponent vzorca. Kromatografski sistemi imajo tudi 
predkolono, na katero se vežejo spojine, ki bi se ireverzibilno vezale na 
kromatografsko kolono in jo tako poškodovale.[8] 
4. Detektor, podaja kvantitativno in kvalitativno informacijo o analitu. Pomembnejši 
parametri detektorja so: razmerje med signalom in šumom, odzivni čas, vpliv 
pretoka, občutljivost, selektivnost in destruktivnost. Za detekcijo v ionski 
kromatografiji lahko uporabljamo več različnih detektorjev, kot so prevodnostni 
detektor, ki je najpogosteje uporabljen, uporabljajo pa se tudi amperometrični, 






5. Nekateri kromatografski sistemi vključujejo tudi supresor, ki kemijsko zniža 
visoko ozadje do katerega prihaja zaradi prevodnosti elektrolitov v eluentu.[8]  
1.5 Kromatografske kolone 
 
Na ločljivost in učinkovitost najbolj vpliva stacionarna faza kromatografske kolone. To 
je razlog za tolikšno raznolikost kromatografskih kolon. Ločljivost je odvisna od 
kapacitete kolone, nosilca ionskega izmenjevalca, kemijske strukture ionskega 
izmenjevalca in dolžine verige, ki povezuje funkcionalno skupino ionskega izmenjevalca 
z nosilcem. Na ločljivost ima vpliv tudi naboj ionov, ki jih določujemo, njihov hidriran 
radij in razvejanost nosilca na katerega je vezan ionski izmenjevalec.[9],[10] 
Za stacionarno fazo znotraj kromatografskih kolon potrebujemo polnila, ki so narejena iz 
zelo majhnih delcev čim bolj sferične oblike. Uporabljajo se delci velikosti premera od 
2 μm do 10 μm. Poleg velikost polnila na učinkovitost ionske izmenjave vpliva tudi 
kinetika ionskih izmenjav, te naj bi bile čim hitrejše. Za stacionarno fazo v ionski 
kromatografiji je primernih več različnih organskih in anorganskih materialov. Vsem je 
skupno, da imajo na svoji površini vezane funkcionalne skupine, ki omogočajo izmenjavo 
ionov. Za stacionarno fazo se najpogosteje uporabljajo modificirani organski polimeri in 
modificirani silikageli, v klasični ionski kromatografiji pa se uporabljajo tudi anorganske 
soli npr. polifosfati, kovinski oksidi in razni derivati celuloze. Stacionarne faze lahko 
naprej delimo na podlagi njihove aplikacije (anionska ali kationska kromatografija) in 
glede na strukturo funkcionalnih skupin.[8],[11] Sprva so se za ionsko kromatografijo 
največ uporabljali materiali na osnovi silikagela. Silikagel je mehansko stabilen in z njim 
dosežemo ustrezno ločljivost, vendar je kemijsko uporaben le v pH območju od 2 do 7, 
večina kolon na osnovi silikagela pa se lahko uporablja le pri kromatografskih sistemih 
 
Shema 1: Blokovni diagram zgradbe ionskega kromatografa brez supresorja 
 







brez supresorja. Silikagel ima kot ionski izmenjevalec široko območje aplikacij. Lahko 
ga uporabimo za simultano ločbo alkalijskih in zemeljskoalkalijskih kovin, mogoča je 
tudi ločba prehodnih in težkih kovin. Silikagel so za namene pakiranja kolon nadomestili 
organski polimeri. Ti so najpogosteje narejeni na osnovi kopolimera polistiren-
divinilbenzena (PS-DVB) ali metil metakrilatnega polimera (MMA). Med seboj se 
razlikujeta predvsem po polarnosti, PS-DVB je nepolaren, MMA pa polaren. V ionski 
kromatografiji je polarnost prednost, saj imajo polarne stacionarne faze manj sekundarnih 
interakcij npr. adsorpcijo. Največja prednost organskih polimerov je njihova kemijska 
stabilnost v celotnem pH območju. MMA ima omejeno mehansko stabilnost, kar lahko 
omejuje izdelavo daljših kromatografskih kolon, prav tako pa je s stabilnostjo omejen 
največji dovoljen pretok mobilne faze. Večina komercialno dostopnih kolon ima za 
izmenjavo kationov vezane skupine sulfonske kisline. Te so lahko vezane direktno ali pa 
preko verige, pri čemer imajo slednji boljšo kromatografsko učinkovitost, vendar pa 
zaradi velike razlike v afiniteti niso primerni za simultano določanje alkalijskih in 
zemeljskoalkalijskih kovin.[6],[11] 
Danes se pri ionski kromatografiji uporabljata dva tipa stacionarnih faz, površinsko 
funkcionalizirani ionski izmenjevalci in ionski izmenjevalci s porozno zunanjo 
membrano na neprepustnem delcu (angl. agglomerated pellicular ion exchangers). Pri 
prvem tipu se funkcionalne skupine nahajajo direktno na površini polimera ali pa v 
njegovih porah. Pri drugem tipu pa so manjši delci vezani na večje centralne delce. 
Zgrajeni so v obliki dvojnega sloja, pri čemer je notranji sulfoniran delec najprej obdan s 
slojem aminiranih in nato še s slojem sulfoniranih delcev lateksa. Vezi so lahko posledica 
hidrofobnih ali elektrostatičnih interakcij (Shema 2).[6],[11] Polnila ionskih izmenjevalcev 
s porozno zunanjo membrano na neprepustnem delcu omogočajo ustreznejšo 
kromatografsko učinkovitost, ker so zaradi večje razdalje med funkcionalnimi skupinami 
in jedri materiala posledično difuzijske poti krajše in imajo tako dober prenos mase. 
Slabost pa je slabša kemijska stabilnost napram površinsko vezanim funkcionalnim 
skupinam in občutljivost na organska topila in mobilne faze z visoko ionsko močjo. 
Simultano določanje alkalijskih in zemeljskoalkalijskih kovin je mogoče z uporabo 








Shema 2: Strukturi površinsko funkcionaliziranega ionskega izmenjevalca (1) in ionskega 
izmenjevalca s porozno zunanjo membrano na neprepustnem delcu (2) 
 
Za ločbo anionov se večinoma uporabljajo funkcionalne skupine, ki v svoji strukturi 
vsebujejo dušik. Te funkcionalne skupine so kemijsko stabilne. Obstaja veliko različnih 
substituent, ki so lahko vezane na dušik, saj lahko imamo vezane različne alkilne verige. 
V ionski kromatografiji je večinoma zaželeno, da so kapacitete izmenjevalcev neodvisne 
od pH, zato se uporabljajo večinoma le popolnoma alkilirane skupine. Najpomembnejši 
funkcionalni skupini za anionsko kromatografijo sta tako derivata trimetilamina (TMA) 
in 2-dimetilaminoetanol (DMEA) (Shema 3).[11] 
  







Kapaciteta kolone je določena s številom funkcionalnih mest ionskega izmenjevalca in je 
podana v mikroekvivalentih na gram suhega izmenjevalca ali v mikroekvivalentih na 
mililiter mokrega ionskega izmenjevalca. Podatek o kapaciteti kolone nam napove 
osnovno informacijo o retencijskih časih in ionskih močeh eluentov, ki jih bomo morali 
uporabiti. Če je kapaciteta kolone visoka, bomo potrebovali eluent z visoko ionsko močjo, 
pri nižjih kapacitetah pa bomo potrebovali eluent nižje ionske moči. Pri nizkih kapacitetah 
se nam lahko zmanjša dinamično območje kolone, saj je kapaciteta kolone lahko hitro 
presežena. Kolone, ki so narejene za kromatografske sisteme brez supresorja, običajno 
niso primerne za delo v sistemu s supresorjem, ker imajo po navadi zelo nizko kapaciteto. 
Kapaciteto kolone lahko zniža tudi njena obraba in dotrajanost. Večvalentni ioni in druge 
substance se lahko ireverzibilno vežejo na kolono in tako blokirajo mesta ionskega 
izmenjevalca, zato je pri delu potrebna določena mera previdnosti, da kolone z 
določenimi komponentami vzorcev ne poškodujemo.[10] 
Kolone z ionskimi izmenjevalci s porozno zunanjo membrano na neprepustnem delcu 
imajo običajno višjo kromatografsko učinkovitost kot kolone s popolnoma poroznimi 
delci, ker so ionske izmenjave pri njih hitrejše. Kolone, ki so polnjene z velikimi delci 
lateksa, imajo običajno visoko kapaciteto, vendar je pri prevelikih delcih nižja 
kromatografska učinkovitost. Na kapaciteto vpliva tudi poroznost delcev, pri čimer imajo 
bolj porozni delci večinoma večje kapacitete, ker imajo na voljo več mest kamor so lahko 
vezani ionski izmenjevalci. Za potrebe velikih kapacitet so bile zato razvite kolone, kjer 
so kemijske funkcionalne skupine vezane direktno na delec. Takšna kolona je na primer 
Dionex IonPac CS12A.[9],[12] Večinoma je učinkovitost boljša pri kolonah, ki so polnjene 
z manjšimi delci. Če pa so delci premajhni, lahko povratni tlak znotraj kolone povzroči, 
da se polnilo poškoduje, tako da se delci sesedejo. Spodnja praktično uporabna meja 
velikosti premera polimernih delcev v običajnih kromatografskih kolonah je 5 µm. 
Visoko kakovostne kolone imajo obstojne delce pakirane po vzorcu idealnega 
heksagonalnega sklada, kolone nizke kvalitete pa so pogosto slabo polnjene ali pa imajo 
krhke delce, ki se lahko dosti hitro poškodujejo pri uporabi.[10],[12] 
Kationske izmenjevalce po tipu delimo na močno in šibko kisle. Močno kisli ionski 
izmenjevalci obdržijo negativni naboj čez široko pH območje, medtem ko lahko šibko 
kisle izmenjevalce uporabljamo le v ožjem pH območju. Primer močno kislega ionskega 
izmenjevalca je tisti, ki ga dobimo iz sulfonske kisline, izmenjevalci iz arzenove, 
fosfonske in selenove kisline pa so šibko kisli izmenjevalci (Tabela 1). Podobno delimo 
tudi anionske izmenjevalce na močno in šibko bazične. Kvarterno substituirani amini 
običajno tvorijo močno bazične izmenjevalce, manj substituirani amini pa šibko bazične 
izmenjevalce. Šibko bazični izmenjevalci so uporabni le v nizkih pH območjih, ker 







Tabela 1: Funkcionalne skupine ionskih izmenjevalcev 
Kationski izmenjevalec Anionski izmenjevalec 
Tip Funkcionalna 
skupina 
Tip Funkcionalna skupina 
Sulfonska kislina -SO3- H+ Kvarterni amin -N(CH3)3+ OH- 
Karboksilna kislina -COO- H+ Kvarterni amin -N(CH3)2(EtOH)+ OH- 
Fosfonska kislina -PO3H- H+ Terciarni amin -NH(CH3)2+ OH- 
Arzenova kislina -AsO3H- H+ Sekundarni amin -NH2(CH3) + OH- 
Selenova kislina -SeO3- H+ Primarni amin -NH3+ OH- 
 
Danes se za modifikacijo površin stacionarnih faz in ionskih izmenjevalcev uporablja 
veliko različnih principov na primer kapsulacija, kemijska derivatizacija, večstopenjska 
rast, aglomerizacija (angl.: agglomeration) in vcepljanje polimernih verig (angl.: 
polymeric grafting) (Tabela 9). Precizni načini sinteze stacionarne faze in načinov 
dodajanja funkcionalnih skupin za ionsko izmenjavo omogoča izdelavo kromatografskih 







Tabela 2: Tipi modifikacij površin stacionarne faze 




Kromatografske kolone z 
izbrano modifikacijo 
stacionarne faze 
Polimer s kapsulacijo 
 
Metrohm Metrosep C4 
Delci s porozno zunanjo 
membrano na neprepustnem 
delcu z elektrostatično vezavo 
 
Dionex IonPac AS5 
Dionex IonPac AS11 
Vcepljene polimerske verige na 
poroznem delcu 
 
Dionex IonPac CS12 
Kemijsko derivatiziran polimer 
 
Shodex IC SI-52 4E 
Polimerske verige nastale z 
večstopenjsko rastjo  
 







Mnogo znanstvenikov je že poskusilo klasificirati in razvrstiti kromatografske kolone po 
njihovih specifikacijah in namenu uporabe. Večinoma so bili neuspešni zaradi razlik med 
posameznimi laboratoriji in posameznimi kolonami ter ostalo laboratorijsko opremo. 
Tudi znotraj same serije kromatografskih kolon pride do nezanemarljivih razlik zaradi 
neenotnosti pakiranja stacionarne faze in drugih podobnih vplivov. To še dodatno otežuje 
klasifikacijo kolon. Klasifikacija in primerjanje kolon je oteženo tudi zaradi hitrega 
napredka v razvoju kromatografskih kolon in nezanesljivih opisov s strani proizvajalcev 
o samem namenu kje bi lahko kromatografsko kolono uporabili, večinoma se poznajo 
odstopanja pri selektivnosti. Če vzamemo primer kromatografskih kolon za HPLC, kjer 
imamo na voljo več tisoč različnih kromatografskih kolon, vsako leto pa jih proizvajalci 
skupaj ponudijo še okoli 50 novih. Prav tako imamo veliko različnih podjetij, ki izdeluje 
HPLC kolone, vsako podjetje lahko ima proizvaja kolone z več sto različnimi 
kombinacijami različnih stacionarnih faz, različnih velikosti delcev polnila, različnih 
dolžin in premerov kolon. Kromatografske kolone za ionsko kromatografijo so poseben 
primer, saj je njihovih proizvajalcev manj vendar je različnih kolon za ionsko 
kromatografijo še vseeno veliko. Kolone bi med seboj še najlažje primerjali z uporabo 
avtomatiziranega sistema, v katerega lahko vpnemo od šest do deset različnih 
kromatografskih kolon. Sistem nato injicira v vsako kolono isto količino istega vzorca in 
nam tako omogoča dosti hitro primerjavo med izbranimi kromatografskimi kolonami. 
Informacije o izbiri ustrezne kolone za delo z nekim vzorcem pa najlažje lahko pridobimo 
iz raznih katalogov proizvajalcev, njihovih spletnih strani, še bolje pa je, če pokličemo na 
podporno telefonsko številko proizvajalca, kjer nam lahko zaposleni tehniki svetujejo pri 







2 Namen dela  
Na kvaliteto določevanja ionov z ionsko kromatografijo odločilno vpliva izbrana 
kromatografska kolona. Pri izbiranju ustrezne kromatografske kolone je pomembna njena 
kromatografska učinkovitost, ločljivost, kapaciteta, kemijska in mehanska stabilnost, 
cena kolone in največji dovoljeni pretok mobilne faze. Torej je za določanje ionov z 
ionsko kromatografijo pomembna izbira kolone in optimizacija postopka. Namen 
diplomske naloge je pregled dosedanje literature in prikaz možnosti za določanje 
magnezija in kalcija ter možnosti določanja citrata v zahtevnejših matricah z metodo 
ionske kromatografije, ter prikazati primerjalno analizo pristopov k obvladovanju 
matričnega vpliva. Iz študije specifikacij in aplikacij kromatografskih kolon ter pregleda 
testnih kromatogramov proizvajalcev kolon je namen sestaviti primerjalno analizo 
lastnosti in zmožnosti kolon, ki so primerne za določevanje citrata ter kalcija in magnezija 










3 Materiali in metode 
Osnovni pregled nad tematiko sem pridobil s pomočjo znanstvenih člankov in strokovne 
literature, najdenih s spletnimi iskalniki Google, Web of Science, SciFinder in 
ScienceDirekt. Z uporabo iskanih fraz, kot so Column properties for ion chromatography 
ter Determining ions in difficult matrix with ion chromatography najdemo več različnih 
člankov in navodil za uporabo, ki jih proizvajalci kromatografskih kolon prilagajo svojim 
produktom. Sprva sem poskušal poiskati članke, kjer bi raziskovalci določevali kalcij in 
magnezij v matrici, ki vsebuje citrat. Ker takšnih člankov nisem našel, sem iskanje razširil 
na določevanje kalcija ter magnezija in citrata v kompleksnih matricah. Na ta način sem 
našel veliko število primerov določanja v različnih okoljskih vzorcih. Kriterij izbire 
preglednih člankov je bila predvsem kvantiteta koristnih informacij. Želeni članki naj bi 
vsebovali čim več podatkov o samem poteku določevanja ionov z ionsko kromatografijo 
v kompleksnih matricah. Zaželjena je bila tudi omemba interferenc in zmanjšanje 
njihovega vpliva, ter opis težav pri delu z izbrano metodo. Nadaljnje iskanje je bilo 
namenjeno identifikaciji kromatografskih kolon uporabljenih pri posameznih študijah in 
nato iskanje njihovih specifikacij in lastnosti. Nekaj člankov teh informacij ni podajalo, 
zato sem tista dela za katera sem ocenil, da mi pri delu ne bodo koristila, izpustil. Tako 
sem izbral nekaj člankov, ki so opisovali določanje kalcija, magnezija in citrata v različnih 
medijih. Med izbranimi članki so ostali tudi nekateri precej stari članki, vendar njihovo 
rabo v svojem delu utemeljujem s tem, da so ravno ti podajali več informacij o samem 
postopku priprave vzorca, optimizacije pogojev in obvladovanju matričnega vpliva. Z 
uporabo starejših člankov mi je bil omogočen tudi vpogled v delo različnih ekip, ki imajo 
različno opremo ter določujejo iste ione v isti ali pa v zelo sorodni matrici. Iz preštudirane 
literature sem tako dobil informacije o določevanju kalcija in magnezija v biodizlu, 
slanici, slini, urinu in krvnem serumu, za citrat pa informacije o določevanju v urinu, 
krvni plazmi ter farmacevtskih in medicinskih proizvodih. Ob nadaljnjem delu sem tako 
lahko primerjal raziskovalna dela ter s tem pridobil vpogled v pomembnost izbire prave 
kromatografske kolone. Nato sem s pomočjo testnih kromatogramov in specifikacij, ki 
jih na spletnih straneh objavljajo proizvajalci kromatografskih kolon, analiziral katere 
komercialno dostopne kromatografske kolone so primerne za določanje citrata ter kalcija 
in magnezija v kompleksnih matricah. Iz dostopnih informacij sem nato sestavil 
primerjalno analizo ionskih kromatografskih kolon za ločbo in določevanje kationov, ki 
se lahko uporabljajo za določevanje kalcija in magnezija ter ionskih kromatografskih 
kolon in ionsko izključitvenih kromatografskih kolon, ki se lahko uporabijo za 
določevanje citrata. Primerjalno analizo sem omejil na Thermo Scientific Dionex IonPac 
serijo kolon, ker bi bilo drugače potrebno obdelati zelo veliko število podatkov, prav tako 
pa Thermo Fisher Scientific, k svojih kolonam podaja veliko število specifikacij in testnih 






kolon, pri primerjalni analizi nisem mogel uporabiti, na primer koloni Dionex IonPac 
ICE-AS1 in IonPac AS5. Čeprav sta ti dve koloni omenjeni v študiji primerov za citrat, 
ju v primerjalno analizo kolon za citrat nisem vključil, ker v analizah, za testne 










4 Rezultati in razprava  
4.1 Primerjava kolon za določanje kalcija, magnezija in citrata 
 
Kromatografska kolona Thermo Scientific Dionex IonPac CS20 je namenjena ločevanju 
anorganskih kationov in aminov. Ima zmerno hidrofobnost in veliko kapaciteto (Tabela 
3). Z njo lahko katione, kot sta kalcij in magnezij, določujemo v več različnih vzorcih, 
kot so vode iz elektrarn obdelane z amonijakom, morfolinom ali etilaminom, raztopine 
čistilnih sredstev, produkti za osebno nego in  farmacevtski izdelki. Uporablja se lahko v 
temperaturnem območju od 15 ˚C do 70 ˚C. Stacionarna faza ima makroporozne delce 
kopolimera etilvinilbenzena in divinilbenzena. Zamreženost znaša 55 % DVB. Na delce 
so vezane kombinacije sulfonskih, fosfonskih in karboksilatnih funkcionalnih skupin 
(Shema 4). Kombinacija treh funkcionalnih skupin omogoča, da lahko to kolono 
uporabljamo tudi pri 100 mmol L-1 koncentraciji oksonijevih ionov, medtem ko lahko z 
drugimi kolonami nižjih kapacitet, ki imajo za funkcionalne skupine vezane skupine 
karboksilata, uporabljamo le do 20 mmol L-1 koncentracije oksonijevih ionov.[14]  
 
Shema 4: Struktura stacionarne faze pri koloni Dionex IonPac CS20 
Kromatografska kolona Thermo Scientific Dionex Ionpac CS19 ima srednje visoko 
kapaciteto in srednje visoko hidrofobnost. Namenjena je ločbi in določevanju 
anorganskih kationov in manjših polarnih aminov. Z njo lahko katione, kot sta kalcij in 
magnezij, določujemo v več različnih vzorcih, kot so vode iz elektrarn obdelane z 
amonijakom, morfolinom ali etilaminom, raztopine čistilnih sredstev, produkti za osebno 
nego in v hrani. Stacionarna faza znotraj kolone je sestavljena iz makroporoznih delcev 
kopolimera etilvinilbenzena in divinilbenzena, nanjo pa so vezane funkcionalne skupine 






ima prav tako srednje visoko kapaciteto in srednje visoko hidrofobnost vendar se od 
kolone IonPac CS19 razlikuje po tem, da ima namesto delcev stacionarne faze premera 
5,5 μm te velikosti premera 4 μm. To naj bi pri delu s to kolono napram IonPac CS19 
omogočalo višjo ločljivost in bolj zanesljive rezultate, kar tudi potrjujejo testni 
kromatogrami proizvajalca.[16]  
Kolona Dionex IonPac CS12A je namenjena za ločbo in določevanje mono in divalentnih 
kationov, amonijevih ionov in alifatskih aminov. Stacionarna faza je sestavljena iz 
makroporoznih delcev kopolimera etilvinilbenzena in divinilbenzena ter 
funkcionalizirana z mešanico skupin karboksilatnih in fosfonskih skupin, kar omogoča 
enostavno ločbo manganovih ionov od kalcijevih in magnezijevih. Zamreženost znaša   
55 % DVB. Z njo lahko katione, kot sta kalcij in magnezij, določujemo v več različnih 
vzorcih, kot so na primer pitna voda, vode iz elektrarn, raztopine čistilnih sredstev, 
raztopine za elektrolizo, topila in ekstrakti zemlje. Kolona se lahko uporablja tudi pri 
višjih temperaturah z namenom, da se izboljša kromatografska učinkovitost.[17]  
Kolona Dionex IonPac SCS 1 je namenjena določanju anorganskih kationov, amonijevih 
ionov in nekaj polarnih aminov ter kationov prehodnih kovin. Narejena je za delo brez 
supresorja. Namenjena je analizi vzorcev kemijske in petrokemijske industrije. 
Stacionarna faza kolone je nizke kapacitete in hidrofilne narave narejena iz poli(butadien-
maleinske kisline) na osnovi silike. Delec silike je obdan s slojem, ki vsebuje 








Tabela 3: Specifikacije Dionex IonPac kolon, ki so primerne za analizo kalcijevih in 
magnezijevih ionov 














Dimenzije 250 mm × 4 
mm 
250 mm × 
4 mm 
250 mm × 
4 mm 
250 mm × 4 
mm 





5 5,5 4 8 4,5 
Kapaciteta 
[µeq] 














Pretok   Od 12 μL  
min-1 do 1,2 
mL min-1  
Od 1,0 do 
1,5 mL  
min-1   











345 207 345 275 275 
Združljivost 
s topili  
pH od 0 do 7, 
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Na podlagi informacij dobljenih iz testnih kromatogramov (Tabela 4), ki jih prilaga 
podjetje Thermo Fisher Scientific svojim kromatografskim kolonam sem sestavil grafični 
prikaz retencijskih časov, ki so jih dosegli za kalcijeve in magnezijeve ione pri danih 
kromatografskih pogojih (Graf 1). Pri vseh pogojih je bila dosežena ustrezna ločba. 
Najkrajši retencijski čas za oba iona so dosegli pri danih pogojih z uporabo kolone Dionex 
CS12A. Najdaljši retencijski čas za oba iona so dosegli z uporabo kolone IonPac SCS 1, 
čeprav so pri analizi s kolono IonPac CS19-4µm uporabili tudi predkolono, ki podaljša 
čas analize. Med izbranimi kolonami, ima kolona Dionex IonPac CS12A drugo najvišjo 
kapaciteto. Kolona IonPac SCS 1 ima med primerjanimi kolonami najvišjo kapaciteto, 
pri določevanju ionov z njo pa je bila kot eluent pri koncentraciji 30 mmol L-1 uporabljena 
tudi najbolj koncentrirana raztopina metansulfonske kisline, torej so se pri tej koloni 
kalcijevi in magnezijevi ioni najbolj zadrževali.  
 
Tabela 4: Približni retencijski časi za kalcijeve in magnezijeve ione pri danih pogojih 











Dimenzije 250 mm × 
4 mm 
250 mm × 4 
mm 
250 mm × 
4 mm 
250 mm × 
4 mm 
Eluent MSA         
[mmol L-1] 
30  7  18  3  
Pretok 
[mL min-1] 
1,2 1,0 1,0 1,0 
Injiciran volumen [μL] 10 10 25 25 
Temperatura [˚C] 30 30 30 30 
Približni retencijski čas 





Približni retencijski čas 











Graf 1:  Grafični prikaz približnih retencijskih časov za kalcijeve in megnezijeve ione pri 
uporabi kromatografskih kolon 1 – Dionex IonPac CS20, 2 – IonPac CS19-4µm,                  
3 – IonPac CS12A in 4 – IonPac SCS 1. 
 
Kromatografska kolona Dionex IonPac ICE-AS6 je ionsko izključitvena kolona, ki je 
primerna za ločbo alifatskih organskih kislin nižjih molekulskih mas (Tabela 5). Pri 
koloni je princip ločbe preko ionsko izključitvenega mehanizma imenovanega 
Donnanova izključitev (angl.: Donnan exlusion) (Shema 5). Mehanizem omogoča ločbo 
šibko ioniziranih kislih zaradi razlik v njihovih vrednostih pKa, medtem ko se močne 
anorganske kisline ne zadržijo na stacionarni fazi in se zato eluirajo z mrtvim volumnom 
kolone. Poleg Donnanove izključitve, ima kolona IonPac ICE-AS6 znotraj strukture 
stacionarne faze vezane hidrofobne funkcionalne skupine, ki omogočajo adsorpcijo in 
povezovanje analitov z vodikovimi vezmi. Slednja dva mehanizma omogočata dobro 
ločljivost organskih kislin, ki bi se na osnovi mehanizma ionske izključitve slabo ločile. 




















Shema 5: Shema stacionarne faze pri ionsko izključitveni kromatografski koloni 
Kolona Dionex IonPac AS11 namenjena za ločbo in določevanje anorganskih anionov in 
anionov organskih kislin. Kolona IonPac AS11-HC pa ima visoko kapaciteto in je 
namenjena določevanju organskih kislin in anorganskih ionov v kompleksnih matricah. 
Obe koloni lahko uporabljamo za določevanje anionov v več različnih matricah kot so 
sadni sokovi, vina, raztopine nastale v fermentaciji, kemijski aditivi, slanica in odpadne 
vode. Koloni sta namenjeni tudi za delo pri povišanih temperaturah. Obe koloni imata 
stacionarno fazo sestavljeno iz delcev, ki so obdani z lateksovim slojem na katerem so 
kot funkcionalne skupine za ionsko izmenjavo vezane kvarterne amonijeve skupine. Pri 
koloni Dionex IonPac AS11 so ti delci velikosti premera 13 μm, pri AS11-HC pa velikosti 
premera 9 μm.[20] 
Vse preučevane kolone so do neke mere združljive z uporabo organskih topil, ki se 
uporabljajo pri tekočinski kromatografiji. Takšni dve topili sta na primer acetonitril in 
aceton. Dodatek acetonitrila k eluentu lahko modificira selektivnost kromatografske 
kolone in omogoči elucijo nepolarnih analitov, hidrofobnih analitov in nečistot iz kolone. 
Acetonitril in podobna topila se uporabljajo tudi za izboljšanje topnosti vzorca, 
zmanjšanje širine kromatografskih vrhov, preko hidrofobnih interakcij pa lahko skrajšajo 
retencijske čase. Uporaba acetonitrila in podobnih topil nam torej omogoča analizo 






Tabela 5: Specifikacije kromatografskih kolon, ki so primerne za analizo citrata 
Kolona Dionex IonPac       
ICE-AS6 
Dionex IonPac AS11 Dionex IonPac 
AS11-HC 





8 13  9 







skupine, ki na alkilnih 











Do 1,25  Od 1,0 do 3,0   Od 1,5 do 3,0   
Maksimalen 
tlak [bar] 
55 275 275 
Združljivost s 
topili  
pH od 0 do 7, do 20 % 
raztopine organskih 
topil, potrebno 
izogibanje eluentom, ki 
vsebujejo natrij in kalij, 
v eluentu naj bi kot 
kationi nastopali le 
oksonijevi ioni 
pH od 0 do 14, do 100 
% raztopine organskih 
topil, potrebno 
izogibanje eluentom, 
ki vsebujejo natrij in 
kalij, v eluentu naj bi 
kot kationi nastopali 
le oksonijevi ioni 
pH od 0 do 14, 
do 100 % 
raztopine 
organskih topil 
Zamreženost 8 % DVB 55 % DVB 55 % DVB 







Iz testnih kromatogramov podjetja Thermo Fisher Scientific, sem sestavil grafični prikaz 
retencijskih časov za citrat, pridobljenih pri delu z različnimi kromatografskimi kolonami 
(Graf 2). Pri analizah so uporabili različne načine gradientne elucije (Tabela 6). Najkrajši 
retencijski čas so pri danih pogojih dosegli z uporabo kolone Dionex IonPac ICE-AS6. 
Med vsemi analiziranimi kolonami za določevanje citrata je le ta ionsko izključitvena 
kolona. Pri ločbi anionov so s to kolono uporabili manjši pretok in nižjo temperaturo kot 
pri ločbi anionov s kolonama IonPac AS11 in IonPac AS11-HC, vendar so vseeno dosegli 
mnogo krajši retencijski čas, ustrezna ločljivost pa je bila dosežena z vsemi tremi 
kolonami.  
 
Tabela 6: Približni retencijski časi za citrat pri danih pogojih 




















































50 10 10 
Temperatura 
[˚C] 
19  30 30  
Približni 
retencijski 













Graf 2: Grafični prikaz približnih retencijskih časov za citrat pri uporabi kolon 1 – Dionex 
IonPac ICE-AS6, 2 – IonPac AS11, in 3 – IonPac AS11-HC. 
 
4.2 Študija primerov za določanje kalcija in magnezija 
4.2.1 V biodizlu 
De Caland in sod. (2011) so z uporabo ionske kromatografije uspešno določili kalcijeve 
in magnezijeve ione v vzorcih biodizla, ki so jih v laboratoriju sintetizirali iz različnih 
rastlinskih olj in maščob (Tabela 1).[21] Kalcij in magnezij lahko vnesemo v biodizel med 
procesom čiščenja, ko uporabljamo trdo vodo ali pa sušilne reagente kot sta MgSO4 in 
CaO. Ione so iz matrice ekstrahirali z vodo ob uporabi ultrazvoka, za detekcijo pa so 
uporabili konduktometrični detektor. Kot eluent so uporabili zmes dipikolinske kisline 
koncentracije 1,7 mmol L−1 in dušikove kisline koncentracije 2,5 mmol L−1, pretok 
mobilne faze je bil 0,9 mL min−1. Za delo so uporabili kationsko kromatografsko kolono 
Metrosep C4 dimenzij 100 mm × 4 mm, ki jo izdeluje podjetje Metrohm AG. Ionski 
kromatograf so kalibrirali z metodo umeritvene premice z uporabo standardnih raztopin 
ionov. Meja zaznave v miligramih analita na kilogram biodizla za kalcij je bila 0,23 in za 
magnezij 0,36, meja določitve pa 0,70 za kalcij in 1,07 za magnezij. Določitev ionov so 
ponovili tudi z metodo ICP-OES, z namenom primerjanja rezultatov dobljenih z IC. 

















rezultati znotraj intervala 95 % stopnje zaupanja in so statistično ekvivalentni rezultatom, 
ki so jih dobili z uporabo ICP-OES.[21]  
Kolona Metrosep C4 dimenzij 100 mm × 4 mm ima stacionarno fazo iz silikagela na 
katerega so vezane karboksilnatne funkcionalne skupine, delci polnila pa so velikosti         
5 µm. Kapaciteta kolone je 10 µeq, standardni pretok mobilne faze za to kolono je                
0,9 mL min-1, največji dovoljen pretok mobilne faze pa je 2,0 mL min-1. Kot mobilno 
fazo proizvajalec priporoča različne zmesi dušikove in dipikolinske kisline. Pri delu s to 
kolono je bila dosežena ustrezna ločljivost. Retencijski časi so znašali okoli tri minute za 
natrijeve ione, štiri minute za kalijeve ione, pet minut in pol za kalcijeve ione ter okoli 
sedem minut za magnezijeve ione. Na spletni strani podjetja Metrohm AG je na voljo več 
kolon serije C4, ki se razlikujejo po dimenzijah in različnih kapacitetah, pri čemer so vse 
namenjene za delo pri istih pogojih, torej isti elent, pH eluenta, pretok itd.[22]  
 
Tabela 7: Rezultati določevanja kalcija in magnezija v biodizlih pripravljenih iz različnih 
olj in maščob v mg kg-1 
 
Ca2+ Mg2+ 







sončnic 2,40 ± 0,08 3,3 0,13 ± 0,07 5,3 
koruze 0,43 ± 0,08 18,6 0,06 ± 0,02 33,3 
termično obdelane soje 1,13 ± 0,01 0,9 0,22 ± 0,05 22,7 
surove soje 2,84 ± 0,11 3,9 <LOD / 
repne ogrščice (metil) 1,53 ± 0,04 3,9 0,11 ± 0,02 16,7 
repne ogrščice (etil) 0,42 ± 0,07 16,2 <LOD / 








4.2.2 V slanici (30 % raztopina NaCl) 
Laikhtman in sod. (1998) so z uporabo IC v slanici oziroma 30 % raztopini NaCl določili 
kalcijeve in magnezijeve ione.[23] Ione so najprej skoncentrirali na SPE kolonici za 
kovinske ione, ki je imela večjo afiniteto do kalcijevih in magnezijevih ionov kot do 
natrijevih ionov. Nato so sprali presežek natrijevih ionov in ione ločili na kationski 
kromatografski koloni z uporabo supresorja in konduktometričnega detektorja. Ionski 
kromatograf je bil kalibriran z metodo umeritvene premice, pri čimer so standarde 
pripravili s dodajanjem magnezijevih in kalcijevih ionov k raztopini slanice. Pri delu so 
uporabili kromatografsko kolono IonPac CS12A podjetja Dionex dimenzij                         
250 mm × 4 mm. To kolono so uporabili tudi Thienpont in sod. pri validaciji metode za 
določevanje kalcijevih in magnezijevih ionov v krvnem serumu.[24] Tudi po spiranju SPE 
kolonice je v raztopini ostala velika količina natrijevih ionov, vendar ta ni vplivala na 
ločbo in kvantifikacijo kalcijevih in magnezijevih ionov, čeprav je bil vrh za natrijeve 
ione zelo visok. Dosežena je bila ustrezna ločljivost ionov, retencijski časi pa so znašali 
približno štiri minute za natrijeve ione, šest minut za kalijeve ione ter deset in dvanajst 
minut za kalcijeve in magnezijeve ione. Metoda je imela za injicirani volumen 100 µL 
linearni odziv tako za kalcijeve kot za magnezijeve ione v območju koncentracij                
0–200 µg L-1. Za sedem zaporednih injiciranih alikvotov je bil relativni standardni odmik 
za magnezij 1,9 % in za kalcij 2,5 %. Metoda je bila ponovljiva za koncentracije kalcija 
in magnezija nad 5 µg L-1, določitve nižje od te koncentracije pa niso bile več zanesljive. 
V delu so napisali, da bi lahko nižje koncentracije določili ob višjem injiciranem 
volumnu, vendar so ob injiciranem volumnu 200 µL dobili nelinearen odziv v območju 
koncentracij 25–200 µg L-1. Omenili so tudi, da bi krajši delovni čas metode mogoče 
lahko dosegli z povečanjem pretoka mobilne faze na 4,0 mL min-1 in krajšim časom 
spiranja.[23]  
Kolona IonPac CS12A podjetja Dionex dimenzij 250 mm × 4 mm je polnjena z delci 
divinilbenzena velikosti 8 µm. Zamreženje je 55 % DVB, kot mobilno fazo pa lahko 
uporabljamo kisle eluente. Kapaciteta kolone je 2800 µeq. Pri delu lahko uporabljamo 








4.2.3 V človeški slini in urinu 
Pri določevanju kalcija in magnezija v človeški slini in urinu so B.-S. Yu in sod. (2001) 
uporabili kromatografsko kolono IC-C1 dimenzij 150 mm × 5 mm podjetja Shimpack 
(Tabela 2).[26] Vzorec sline in urina so prefiltrirali in v kromatografski sistem injicirali 
100 µL. Za mobilno fazo so uporabili raztopino vinske kisline koncentracije                        
4,0 mmol L−1 in etilendiamina koncentracije 2 mmol L−1, pretok mobilne faze je bil          
1,5 mL min-1. Za detekcijo so uporabili piezoelektrični detektor. Pod danimi pogoji so 
določili mejo zaznave za kalcij 0,4 mg L-1 in za magnezij 0,2 mg L-1, linearno območje 
pa je bilo za kalcij od 0,8–500 mg L-1 in za magnezij od 1,0–500 mg L-1. Retencijski čas 
za magnezijeve ione je znašal okoli 2,3 minute, za kalcijeve ione pa okoli 2,8 minute. 
Relativni standardni odmik za standardno raztopino ionov koncentracij 20 mg L-1 je po 
sedmih zaporednih ponovitvah znašal 0,52 % za kalcij in 0,47 % za magnezij. Metodo so 
validirali z uporabo AAS in s Studentovim t-testom ugotovili 99 % stopnjo zaupanja, torej 
se metodi med seboj za določitev kalcijevih in magnezijev ionov v dani matrici statistično 
ne razlikujeta.[26] 
 
Tabela 8: Z IC določene koncentracije kalcija in magnezija v vzorcih sline in urina v      
mg L-1 
 Ca2+ Mg2+ 
Vzorec Srednja vrednost (n=5) RSD [%] Srednja vrednost (n=5) RSD [%] 
Slina (1) 102 2,9 8,1 2,1 
Slina (2) 78,7 2,5 8,0 2,4 
Urin (1) 243 3,0 90,5 2,5 
Urin (2) 399 3,5 77,9 2,5 
 
Kolona IC-C1 dimenzij 150 mm × 5 mm podjetja Shimpack je polnjena z delci velikosti 
10 µm, ki imajo kot ionsko izmenjevalne skupine vezane sulfonske skupine. Informacije 
o kapaciteti kolone proizvajalec ne podaja. Kolona je primerna za delo brez supresorja in 
lahko tako za delo z njo uporabljamo več različnih mobilnih faz nizke koncentracije.[27] 
Pri delu so s to kolono dobili dobro ponovljive rezultate in zadovoljivo ločljivost pri 







4.3 Študija primerov za določanje citrata 
4.3.1 V krvni plazmi 
V krvni plazmi 50 zdravih otrok, 23 deklic in 27 fantov, starih od dveh mesecev pa do 17 
let, so Hoppe in sod. (1998) z uporabo ionske kromatografije s supresorjem in 
konduktometričnem detektorjem določevali citrat.[28] Plazmo so pred injiciranjem 
centrifugirali in prefiltrirali ter nakisali s koncentrirano raztopino HCl do pH 2,7. Za 
mobilno fazo so uporabili linearni gradient od 5 mmol L-1 do 52,5 mmol L-1 raztopine 
NaOH. Snemanje kromatograma je trajalo 21 minut. Uporabili so kromatografsko kolono 
AS11 podjetja Dionex. Od 50 odvzetih vzorcev so jih za nadaljnjo analizo uporabili 29, 
ker je bilo nekaj vzorcev po odvzemu krvi neprimerno shranjenih. Pri 29 vzorcih otroške 
krvne plazme so določili relativni standardni odmik 3,62 %. Opravili so tudi sedem 
zaporednih meritev za raztopino vzorca, ter za raztopino vzorca z dodatkom 10 µmol,    
20 µmol in 50 µmol citrata (Tabela 3). Vzpostavili so natančno in ponovljivo metodo za 
določanje citrata v krvni plazmi. Rezultati raziskave se ujemajo z do sedaj znanimi 
koncentracijami citrata v krvni plazmi odraslih.[28]  
Tabela 9: Z IC določene koncentracije citrata (v µmol L-1) v krvni plazmi otrok ob sedmih 
zaporednih določitvah citrata v vzorcu in vzorcu s standardnimi dodatki citrata 
Vzorec Srednja vrednost (n=7) SD 
Krvna plazma 54,2 0,8 
Krvna plazma + 10 µmol citrata  64,9 0,6 
Krvna plazma + 20 µmol citrata 74,8 1,9 
Krvna plazma + 50 µmol citrata 104,6 3,6 
 
Kolona Dionex AS11 ima za stacionarno fazo delce divinilbenzena velikosti 13 µm in   
55 % zamreženost DVB. Funkcionalne skupine ionskega izmenjevalca so kvarterne 
amonijeve skupine na katerih alkilni konci vsebujejo tudi alkoholno skupino. Če bi pri 
delu uporabili kolono dimenzij 250 mm × 4 mm bi bila njena kapaciteta 45 µeq, dovoljeni 
pretoki pa so v tem primeru od 1 do 3 mL min-1. Za citrat je bil potreben kar dolg 
retencijski čas okoli 19 minut, pri čemer je bil retencijski čas za fosfat okoli 17 minut. 
Čas analize bi lahko z uporabo druge kolone, podobne kapacitete, na primer kolono AS5 
dimenzij 250 mm × 4 mm, ki jo prav tako izdeluje podjetje Dionex. To kolono so pri delu 
uporabili Holden in sod. (1995) za določevanje citrata v raztopini plazemskih proteinov 






Holden in sod. (1995) so za določevanje citrata v raztopini plazemskih proteinov (angl.: 
plasma protein solution, PPS), ki vsebuje predvsem albumin, primerjali metodi UV 
spektroskopije in ionske kromatografije (Tabela 4).[29] PPS je produkt pripravljen iz 
človeške krvi, kateri so odstranili rdeče krvne celice in strjevalne faktorje. Uporablja se 
pri transfuziji krvi in kot vir hranila za posameznike, ki ne morejo uživati trdne hrane. 
Pomembno je, da poznamo količino citrata, ki jo vsebuje, saj le ta spodbuja absopcijo 
aluminija in drugih kovin v telesu. Uporabili so konduktometrični detektor in 
kromatografsko kolono AS5 podjetja Dionex. Uporabili so zmes dveh različnih mobilnih 
faz, prva je bila 0,75 mmol L-1 raztopina NaOH, druga pa destilirana voda. Pretok mobilne 
faze je bil 2 mL min-1. Sistem so prav tako optimizirali na koncentracijski gradient. Pri 
delu so morali pred analizo z IC uporabiti ultrafiltracijo PPS in zaščitno predkolono, da 
so iz matrice odstranili večino motečih komponent, predvsem proteinov. Umeritveno 
krivuljo so pripravili s standardi koncentracij citrata 0, 3, 5, 10 in 15 mg L-1. Za pridobitev 
kromatografskega vrha pri citratu je bilo potrebno 13,5 minut, vsaka analiza z IC pa je 
trajala približno 30 minut zaradi potrebe po ponovnem uravnoteženju sistema z začetno 
koncentracijo mobilne faze. Standardni odmik je znašal 1 % pri koncentraciji citrata     
11,8 mg L-1 in 9 % pri koncentraciji 2,1 mg L-1. Meja zaznave za citrat v raztopini PPS je 
znašala 0,2 mg L-1, odziv detektorja pa je bil linearen v območju do koncentracije citrata 
15 mg L-1. Spektroskopske določitve z uporabo encimskih testov so po dolgotrajnem 
postopku podale nezanesljive in nespecifične rezultate. Z uporabo ionske kromatografije 
pa so z uporabo gradientne elucije dosegli detekcijo citrata na stabilni bazni liniji in tako 
dosegli zanesljivo določitev citrata.[29]  
 
Tabela 10: Določene koncentracije citrata v različnih vzorcih PPS 
Vzorec 1 2 3 4 5 
γ (citrat) [mg L-1] 0,4 3,1 11 1,3 0,7 
SD 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 
 
Kolona AS5 podjetja Dionex dimenzij 250 mm × 4 mm je namenjena za ločbo 
večvalentnih anionov. Omogoča delo z eluenti nižjih koncentracij in je tako primerna za 
delo s supresorjem. Kapaciteta kolone je 20 µeq, zamreženost DVB pa znaša 2 %. 
Priporočljiv pretok mobilne faze pri uporabi te kolone je 2 mL min-1. Kolona AS5 je 






4.3.2 V farmacevtskih raztopinah  
DeBorba in sod. (2004) so razvili in validirali hitro, enostavno in natančno metodo za 
določanje citrata v farmacevtskih oblikah kot so tablete, kapsule, praški, raztopine 
antikoagulantov, raztopine za oralno uporabo ipd. s supresorsko konduktometrično 
detekcijo.[31] Citrat je alifatska kislina s tremi karboksilnimi kislinskimi skupinami in ima 
visoko afiniteto do stacionarne faze, zato raztopine karbonata in hidrogenkarbonata z 
nizko ionsko močjo niso vedno primerne kot eluent. Če kot eluent uporabimo hidroksid, 
se citrat enostavno eluira iz kolone. Pretekle kolone so za elucijo močno vezanega citrata 
potrebovale koncentrirane raztopine hidroksida.[29] Kolona IonPac AS5 naj bi potrebovala 
75–100 mmol L-1 raztopino NaOH za elucijo citrata. To kolono so pri svojem delu pri 
določanju citrata v raztopini plazemskih proteinov uporabili tudi Holden in sod. 
(1995).[29] Razvoj tehnologije v smeri novih kromatografskih kolon za delo s 
hidroksidnimi eluenti je omogočil ločbo in elucijo močno vezanih ionov, kot je citrat, z 
uporabo nižjih koncentracij hidroksidnih ionov in posledično krajših retencijskih časov. 
Hidroksidni eluenti imajo tudi prednost, da jih lahko elektrolitsko generiramo po potrebi 
v želeni koncentraciji in jih lahko enostavno odstranimo z uporabo supresorja, ter tako 
dobimo ob nižjem ozadju tudi nižje meje zaznave in meje določitve. Hidroksidni eluenti 
so prav tako cenejši od različnih organskih eluentov. 
Pri delu so uporabili generator mobilne faze, ki je proizvajal 20 mmol L-1 raztopino KOH, 
pretok mobilne faze je bil 2 mL min-1. Za kromatografsko kolono so uporabili IonPac 
AS11 dimenzij 4 mm × 250 mm. To kolono so uporabili tudi Hoppe in sod. (1998) pri 
določevanju citrata v krvni plazmi.[29] V kromatografski sistem so injicirali 10 µL vzorčne 
raztopine. Kolono IonPac AS11 so izbrali, ker naj bi imela visoko selektivnost do 
hidroksidnih ionov in nizko kapaciteto 45 µeq. Za citrat so s predhodnimi analizami 
ugotovili, da se eluira iz kolone pri 20–25 mmol L-1 koncentraciji NaOH in to tudi potrdili 
z izokratskim načinom s spreminjanem koncentracije NaOH in ugotovili, da je optimum 
elucije pri 20 mmol L-1 koncentraciji NaOH. Pri delu so nato citrat ločili od ostalih 
komponent z retencijskim časom 10 minut za citrat pri 20 mmol L-1 koncentraciji KOH. 
Metoda je podala linearni odziv v mejah od 0,2–100 g mL-1, z mejo določitve pri 
koncentraciji citrata 0,2 g mL-1. Metoda je imela relativni standardni odmik pod 3 % za 
celotno linearno območje. Elektrolitsko generiran KOH koncentracije 20 mmol L-1 pa je 







Tabela 11: Primerjava eksperimentalno dobljenih podatkov določanja citrata s količino 
citrata, ki jo podajajo proizvajalci na etiketi 
Vzorec Količina citrata, ki jo podaja 
proizvajalec 
Eksperimentalni podatki (n=3) 
1 20,17 mg mL-1 (21,18 ± 0,10) mg mL-1 
2 20,17 mg mL-1 (20,79 ± 0,23) mg mL-1 
3 29,9 mg mL-1 (29,9 ± 0,4) mg mL-1 
4 10 meq (10,3 ± 0,2) meq 
5 0,531 mg mL-1 (0,517 ± 0,003) mg mL-1 
6 75,9 mg mL-1 (86,9 ± 1,8) mg mL-1 
7 126,4 mg mL-1 (128,3 ± 1,6) mg mL-1 
8 1000 mg na tableto (1044,7 ± 21,5) mg na tableto 
9 1,92 mg mL-1 (2,55 ± 0,05) mg mL-1 
 
 
Jenke (1988) je določeval citrat v farmacevtskih raztopinah.[32] Določitev citrata v 
farmacevtskih raztopinah je zaradi velike količine drugih komponent (kloridi, dekstroza, 
organske kisline ipd.) za večino standardnih metod zelo otežena in časovno potratna. 
Ionska kromatografija z uporabo dovolj koncentriranih eluentov je primerna tehnika 
zaradi visoke afinitete multivalentnega citrata do kromatografskega izmenjevalca. Zato 
bi bilo potrebno ob konduktometričnem detektiranju uporabiti tudi supresor, da bi 
zmanjšali visoko prevodnost ozadja. Jenke (1988) je zato pri delu uporabil 
kromatografsko metodo, pri kateri je kot mobilno fazo uporabil pufer močne kisline in 
UV detektor. Pri delu je uporabil ionsko izključitveno kolono Dionex AS-1. Citrat je bil 
detektiran pri valovni dolžni 205–225 nm, pretok mobilne faze pa je bil 1 mL min-1. Kot 
mobilno fazo je uporabil zmes pufrov Tris, HEPES in MOPSO, ki ji je dodal ustrezno 
količino žveplove kisline, da je dosegel želeno koncentracijo sulfatnih ionov, pH pa je 
uravnal z dodatkom NaOH. Ločba in določitev citrata sta se izkazali kot dokaj 
kompleksen problem, saj farmacevtske raztopine vsebujejo tako mono kot multivalentne 
matriksne komponente. Za izogib potencialnim interferencam mora citrat nastopati v 
popolnoma disociirani obliki, vendar se pri tem močno veže na anionsko izmenjevalno 
kromatografsko kolono. Za skrajšanje elucijskih časov morajo imeti zvrsti mobilne faze 
visoko selektivnost do stacionarne faze, prav tako morajo imeti za namen uporabe UV 
detekcije čim manjšo absorptivnost UV svetlobe. Sulfatni ioni so s svojo omejeno UV 






absorbirajočemu pufru mobilne faze. S dodatkom sulfatnih ionov je tako Jenke (1998) 
dosegel krajše retencijske čase. Meja zaznave za citrat je bila 0,3 µg in omejena z 
absorbanco ozadja, ki je posledica mobilne faze. Celokupni čas analize je znašal osem 
minut. Pri mobilni fazi je sprememba koncentracije pufra le malo vplivala na ločbo, pH 
mobilne faze in koncentracija sulfatov pa sta odločilno vplivala na učinkovitost 
kromatografske kolone. Retencijski čas citrata je večinoma isti pri različnih vrednostih 
pH, le pri pH 6,5 se spremeni za več kot eno minuto kar je verjetno posledica spremembe 
kemijskih zvrsti zaradi protoniranja citrata v bolj kislem mediju (Tabela 6). Celokupni 
čas analize se je z višanjem koncentracije sulfata zmanjševal, vendar je pri koncentracijah 
sulfata nad 50 mmol L-1 ločljivost med ftalatom in citratom že omejena. Retencijski časi 
so torej odvisni od koncentracije sulfata. Pufer bi v idealnem primeru imel le vlogo 
ohranjanja določenega pH mobilne faze, na ločbo komponent pa naj ne bi vplival, vendar 
je Jenke (1988) opazil, da sprememba pufra tudi vpliva na učinkovitost kromatografije.[32] 
Sam mehanizem vpliva ni poznan, ni pa velik, prav tako pufer ni pretirano vplival na 
detekcijo. Vzrok sprememb v učinkovitosti kolone, bi lahko bil tudi nabrekanje nosilca 
ionskega izmenjevalca ob dodatku acetonitrila k pufru HEPES, kar bi vodilo v zmanjšanje 
kapacitete kolone. Vpliv matrice je bil preverjen z metodo umeritvene premice in metodo 
standardnega dodatka. Večina pogostih komponent v matrici ni povzročala težav, nekaj 
komponent (npr. penicilin) pa je zaradi interakcij, ki niso bile posledica ionske izmenjave, 
z ionskim izmenjevalcem povzročalo interference, zaradi katerih posledično 
kromatografske ločbe ni bilo mogoče kontrolirati. Retencijske čase bi bilo mogoče še 
malo izboljšati z uporabo organskih modifikatorjev, odstranjevanje interferenc pa bi bilo 
mogoče z dodatno predpripravo vzorca npr. z ekstrakcijo na trdno fazo.[32] 
 
Tabela 12: Vpliv pH mobilne faze na ločljivost in učinkovitost kolone, mobilna faza je 





Ločljivost med vrhom za 
citrat in ftalat 
Št. teoretskih podov 
za citrat 
5,5 4,8 0,4 580 
6,0 5,0 1,4 1090 
6,5 5,2 3,2 1070 
7,0 6,5 5,0 1485 







4.3.3 V urinu 
Ogava in sod. (1986) so pri določevanju citrata v urinu uporabili kolono Separator   
SAX1-251 podjetja Yokogawa-Hokushin Electricin Works dimenzij 50 mm × 4,6 mm, 
kot mobilno fazo pa 30 mmol L-1 raztopino Na2CO3, pretok mobilne faze je bil                        
2 mL min-1.[33] Podatkov o uporabljeni koloni s spletnim iskanjem nisem zasledil. Tudi 
na spletni strani proizvajalca informacije o koloni niso na voljo ne med izdelki, ki jih 
prodajajo, in ne med proizvodi, ki jih ne proizvajajo več. Pri delu so uporabili 
konduktometrični detektor in supresor. 100 µL raztopine vzorca so injicirali v 
kromatografski sistem, prav tako pa so pomerili standardne raztopine citrata koncentracij 
od 0,5 do 50 µg mL-1. Retencijski čas za citrat je znašal 15 minut. Analizirali so 56 
vzorcev človeškega urina in 25 vzorcev podganjega urina. Meja zaznave je znašala         
0,5 µg mL-1. Pri podganjem urinu je bil vrh pri citratu dobro identificiran. Veliko 
organskih ionov ima vrhove blizu vrha za citrat, vendar je njihov vpliv zanemarljiv. 
Koncentracija citrata v urinu podgan je znašala 1,21 ± 0,91 mg mL-1. Pri ljudeh pa so 
koncentracije zelo variirale glede na zdravje posameznika in njihovo težnjo po tvorbi 
ledvičnih kamnov. Koncentracije določene z ionsko kromatografijo so se ujemale s 
koncentracijami določenimi s klasično encimsko metodo.  
Singh in Ancollas (1985) sta z ionsko kromatografijo določevala citrat v urinu šestih 
zdravih odraslih moških.[34] Citrat sta določevala v svežem urinu in v urinu, ki sta ga 
predhodno zamrznila. Od 20 do 25 % citrata v urinu je vezanega v kalcijeve komplekse, 
signifikantna količina pa se absorbira tudi na kalcijev oksalat monohidrat in tako v telesu 
zavira nastanek ledvičnih kamnov. Iz potrebe po hitrejši metodi za določitev citrata v 
urinu sta razvila metodo z uporabo ionske kromatografije, ki potrebuje za analizo enega 
vzorca približno 11 minut in ne potrebuje dolge predpriprave vzorca. Ostale metode za 
določevanje citrata, kot sta kolorimetrična metoda s pretvorbo citrata v pentabromoaceton 
in encimska analiza z uporabo citrat liaze, pa potrebujejo dolge čase analize. Imena 
kromatografske kolone, ki sta jo uporabila pri delu nista podala. Kot mobilno fazo sta 
uporabila 8 mmol L-1 raztopino Na2CO3 v izokratskem načinu ob 2,2 mL min-1 pretoku 
mobilne faze. Vzorce urina sta razredčila in prefiltrirala, nato pa 100 µL injicirala v 
kromatografski sistem. Kromatografske vrhove za citrat pri vzorcih sta primerjala s 
kromatogrami pridobljenimi pri injiciranju standardne raztopine citrata, ki je vseboval 
enake koncentracije sulfata, fosfata in klorida kot v pravem urinu. Linearnost metode je 
bila zadovoljiva do 0,25 mmol L-1 koncentracije citrata. Metodo sta preverila tudi z 
metodo uporabe encimskih testov in dobila primerljive rezultate (Tabela 7). Kot eluent 
sta uporabila 8 mmol L-1 raztopino natrijevega karbonata, ker je pri višjih koncentracijah 
mobilne faze vrh pri citratu kazal interference. Retencijski čas za citrat je znašal 7,8 
minut. Iz krajših retencijskih časov ostalih komponent sklepamo, da koncentracije teh 
ionov ne vplivajo na določitev citrata (Tabela 8). Pri metodi je bila pridobljena odlična 






0,05 mmol L-1, faktorji razredčitve od 25 do 250 pa so bili zanesljivi z relativnem 
standardnem odmiku 5 %. Čeprav je meja zaznave višja kot pri drugih analiznih metodah, 
je hitrost analize bistveno hitrejša.[34] 
 
 
Tabela 13: Koncentracija citrata v vzorcih urina desetih zdravih posameznikov, določena 
z uporabo citrat liaze in ionske kromatografije 
Vzorec urina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Določevanje z 
uporabo citrat 
liaze [mmol L-1] 
5,37 1,47 2,29 4,1 2,06 2,27 1,05 2,1 1,44 2,27 
Določevanje z 
IC [mmol L-1] 




Tabela 14: Retencijski časi za anione v urinu 
Anion Retencijski čas [min] 
Kloridni anion 1,4 
Fosfatni anion 1,5 
Sulfatni anion 1,7 
Oksalat 1,7 
Laktat 1,8 
Nitratni anion 1,9 










5 Sklep  
Iz podatkov o različnih komercialno dostopnih kromatografskih kolonah na spletu in 
njihovih uporab v raznih raziskovalnih delih vidimo, da je izbira kolone zelo pomembna 
za kakovostno delo v laboratoriju. Proizvajalci kolon navajajo primere za kakšne analite 
in vzorce so posamezne kolone bile razvite. Če bi izbrali za delo kolono, ki je bila s strani 
proizvajalca izdelana za na primer delo z vzorci pitne vode, bi se ta kolona verjetno 
izkazala kot slabša izbira pri delu s kompleksnimi vzorci kot je na primer krvni serum. 
Kot vidimo iz študije primerov se lahko večino matričnih vplivov v kompleksnih matricah 
obvladuje s primerno metodo kalibracije, optimizacijo pretoka eluenta, spreminjanjem 
sestave eluenta in uporabo ustrezne kromatografske kolone. Iz študije primerov je 
razvidno tudi dejstvo, da je veliko raziskovalnih del nastalo zaradi želje po hitrejši 
analizni metodi za določanje nekega analita v izbrani matrici. Iz primerjave vidimo, da 
ima izbira kromatografske kolone velik vpliv na retencijske čase. Če vzamemo primer za 
kalcij je bila razlika v retencijskih časih med obravnavanima kolonama Dionex CS20 in 
CS12A skoraj osem minut. Pri primerjavi kolon za določanje citrata ter kalcija in 
magnezija sem ugotovil, da je primerjanje kolon, pri čimer se je za informacije potrebno 
zanašati na podatke proizvajalca, kar zahtevno delo. Mnoge kolone so bile v priročnikih 
za izbiro ustrezne kromatografske kolone razvrščene v kategorijo kolon, s katerimi bi 
lahko na primer analizirali citrat. Nadaljnjo primerjanje specifikacij in testnih 
kromatogramov je bilo hitro onemogočeno, ko so podatki na spletnih straneh proizvajalca 
pomanjkljivi, pri čimer za nekatere kolone podrobne specifikacije in testni kromatogrami 
niso na voljo, ali pa v njih prikazujejo analizo le enega ali dveh ionov. Veliko 
proizvajalcev ne poda informacij o kapaciteti kolone, vendar je ta podatek zelo 
pomemben, saj nam poda osnovno informacijo o retencijskih časih in ionski moči eluenta, 
ki ga potrebujemo pri delu s kolono. Nekateri raziskovalci tudi v svojih člankih ne 
navajajo informacij o tem katero kromatografsko kolono so uporabili, čeprav je ta podatek 
zelo pomemben, če bi nekdo želel ponoviti nek eksperiment. Za korektno ovrednotenje 
posameznih kolon, bi bilo potrebno namesto teoretičnega natančno eksperimentalno delo 
z večkratnimi strogo nadzorovanimi ponovitvami meritev. Menim, da bi se v prihodnosti 
moralo posvetiti več pozornosti k primerjanju in klasifikaciji komercialno dostopnih 
kromatografskih kolon, saj bi to verjetno olajšalo marsikatero raziskovalno delo, kjer so 
se raziskovalci srečevali s slabo selektivnostjo, neustrezno ločljivost in visokimi mejami 
zaznave. Možnost za nadaljnji razvoj bi lahko bila v razvoju laboratorijev namenjenih 
predvsem za primerjavo, klasifikacijo in preverjanje kromatografskih kolon. Pri tem bi se 
lahko ustvarile baze podatkov, kjer bi bile shranjene informacije o vseh komercialno 
dostopnih kromatografskih kolonah in njihova razporeditev po namenu in primernosti za 
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